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(54) Tide: METHOD AND DEVICE FOR THE CONTACTLESS LASER-ASSISTED MICROINJECTION, SORTING AND PRODUC- 
TION OF BIOLOGICAL OBJECTS GENERATED IN A PLANAR MANNER 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR BEROHRUNGSLOSEN MIKROINJEKTION SOWIE ZUM 
SORTIEREN UND ZUR GEWINNUNG VON PLANAR AUSGEBRACHTEN BIOLOGISCHEN OBJEKTEN MIT 
LASERSTRAHLEN 

(57) Abstract 

The invention concerns a method and device for 
the coniacdess microinjection, sorting and production of 
biological objects. According to the invention, on a planar 
carrier (2) an object field or the object itself, located on the 
carrier (2), is cut out with a laser beam (6) and transferred 
by means of a laser-induced transport process to a collector 
substrate (5) which is disposed directly above or below the 
carrier. During the cutting-out process, either the laser beam 
(6) moves in a closed curve about the object or the object 
itself is cue directly out of the carrier (2) in a computerized 
manner. This method enables individually selected objects 
to be spatially separated and sorted from a very large number 
of objects. The method can also be used to separate specific 
cells from tissue sections. The method is further suitable for 
micrainjecting given substances into individual biological 
objects, such as for example cells, and then sorting the latter. 

(57) Zusammenfassung 

Bei dem Verfahren tmd der Vorrichtung zur beruhrungslosen Mikroinjektion sowte zum Sortieren und zur Gewinnung von biologischen 
Objekten auf einem planaren Trager (2) wird ein Objektfeld oder das Objekt selbst, das sich auf dem Trflger (2) befindet, mit einem Laserstrahl 
(6) ausgeschnitten und durch einen Laser-induzierten Transportprozefi auf ein unmittelbar oberhalb oder untcrhalb des Tragers angeordnetes 
AufFangersubstrat (S) ubertragen, Beim Ausschneidevorgang wird das Objekt vom Laserstrahl (6) entweder in einer geschlossenen Kurve 
umfahren oder cs wird computergesteuert selbst unmittelbar aus dem Trflger (2) herausgeschnitten. Mit diesem Verfahren konnen aus einer 
sehr groflen Zahl von Objekten einzelne ausgewahlte Objekte raurnlich abgetrennt und ausgesondert werden. Das Verfahren kann auch 
zur Separation von spezifischen Zellen aus Gewebeschnitten eingesetzt werden. Femer eignet sich das Verfahren auch dazu, bestimmte 
Substanzen in einzelne biologische Objekte z.B. Zellen zu mikroinjizieren und diese anschlieSend auszusortieren. 
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Verfahren und Vorrichtung zur beruhrungslosen Mikroinjektion sowie 
zum Sortieren und zur Gewinnung von planar ausgebrachten biologischen 
Objekten mit Laserstrahlen 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Mikroinjek- 
tion sowie zum Sortieren und zur Gewinnung einzelner biologischer Objek- 
te. Die Objekte sind hierbei auf einem festen planaren Trager nebeneinander 
angeordnet. Dieses Verfahren eignet sich dazu, bestimmte Substanzen in 
einzelne biologische Objekte z.B. Zellen zu mikroinjizieren und anschlie- 
fiend diese auszusortieren. Weiterhin konnen mit diesem Verfahren aus 
einer sehr grofien Zahl von Objekten (z.B. 10 s - 10 9 ) einzelne Objekte raum- 
lich abgetrennt und ausgesondert werden. Die Abtrennung von gehauften 
Zellen als Gesamteinheit ist ebenso moglich. Ebenso kann das Verfahren zur 
Separation von spezifischen Zellen aus Gewebeschnitten eingesetzt werden. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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Vorausse.zung fur dieses Sortierverfahren ist die vorherige Erkennung und 
Selekuon der betreffenden Objekte aufgrund spezifischer Eigenschaften (z B 
durch Farbung, Fluoreszenzmarkierung oder durch radioaktive Markie- 
rung). Unter „biologi S chen-Objekten'< werden im Rahmen der vorliegenden 
Anmeldung vor a.lem lebende ocler fixierte biologische Zellen oder Zellbe- 
standteile verstanden. 

Zur Materialinjektion in lebende Zellen wurden iiblicherweise Mikrokapil- 
Jaren verwendel, die iiber einen meis. pneumntisch oder hydraulisch beweg- 
ten Mikromanipula.or gesteuert werden. Die gewunschten Substanzen wer- 
den unter grofier rnechanischer Belastung in die einzelne Zclle injiziert Die 
Herstellung der steri.en Mikrokapillaren ist zeitaufwendig und kost<ninten- 
siv. 

Tsukakoshi et al. (198.) sowie Tao et al. (1987) verwendeten einen fokussier- 
ten Laserstrahl, um kl,ine selbstheilende Locher ohne mechanischen Kon- 
•akt „ die Zellmembmn zu bohren. Die kurze Offnungszeit reicht aus, um 
das m der umgebenden Fliissigkcit geloste Material in die Zelle einzu.chleu- 
sen. Die grofite Effizie^ bei der Lasermikroinjektion von genetischem Mate- 
nal wurde erzielt, wenn der Laser das Loch direkt in den Zellkem schiefit. 

Problem bei dieser Methode ist, dafi fiir eine prazise Lasermikroinjektion im 
Subnucronbereich die Zielobjckte sowohl lateral, also in x- und y-Richtung 
als auch vertikal, also in z-Richcung, mit Nanometer-Genauigkei. angefah-' 
ren werden mnssen. Fur ein automatisiertes Mikroinjizieren nnissen zudem 
die relevant Zielzellen ubor ein bildanalytisches Ver/ahren erkannt, exakt 
m der Lascrschufilinie positioniert und vor nllem in z-Richtung cxakt fokus- 
siert werden. 
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Ein weiteres Problem besteht darin, die erfolgreich injizierten Zellen von den 
anderen Zellen zu isolieren bzw. fur die wciteren Untersuchungen zu prapa- 
rieren. 

Zur Separation einzelner biologischer Objekte lassen sich Objekte mit opti- 
schen Methoden, wie der optischen Pinzette (Optical Tweezer) in einer wass- 
rigen Losung bewegen (K. Schutze, A. Clemen t-Sengewald, Nature, 667 (Vol. 
368) 1994). Aufgrund der geringen Kraftiibertragung ist dtese Methode auf 
Objekte beschrankt, die sich frei in der Losung bewegen konnen. Da sich die 
sortierten wie die unsortierten Objekte in der gleichen Losung befinden, ist 
eine getrennte Kultivierung nur mit zusatzlichem Aufwand erzielbar. Fur 
eine getrennte Kultivierung mussen diese Zellen mit einer anderen Metho- 
de wie z.B. mit Mikrokapillaren abgetrennl bzw. abgesaugt werden. Adharent 
wachsendc Zellen oder fixierte Zellen auf einem Schnittpraparat konnen mit 
feinen Nadeln, die iiber Mikromanipulatoren bewegt werden, separiert wer- 
den. Hierbei werden die Zellen direkl beruhrt und konnten somit mecha- 
nisch belastet werden. Zudem besteht die Gefahr der Kontamination durch 
ungewolltcs Zcllmaterial. Beide Methoden sind verhaltnismafiig zeitinten- 
siv, so dafi sie nicht zur Bearbeitung einer Vielzahl von Objekten geeignet 
sind. 

Zur Separierung einzelner Zellen aus einer grofien Zahl (> 10*) in einer Flus- 
sigkeit dispergierter, biologischer Objekte geeignete Trenn- bzw. Sortierappa- 
rate sind kommerziell erhalllich. Wahrend bei der fluoreszenzaklivierten 
Zellsorlierung (FACS = Fluorescence activated Cell Sorter) eleklrostalische 
Prinzipien zur raumlichen Separation zum Einsatz kommen, arbeitel der 
magnetisch aklivierte Zellsortierer (MACS = Magnetic activated. Cell Sorter) 
mit magnctischen Kraften. Hierbei liegen die Zellen jedoch nicht auf einem 
planaren Trager nebeneinandcr. Uberdios haben beide Methoden den Nach- 
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teil, dafi sich mnnche Objekte nur eingeschrankt (FACS) oder uberhaupt 
mcht getrennl voneinander absondern lassen (MACS). 

Die vorgestdlten Methoden konnen keine einzelnen Ze.len aus einem Zell- 
verband wie etwa einem Gewebe oder aus histologischen Gewebepraparaten 
losen. r 

Ferner sind unter dem Namen ..Ablative Photodecomposition" Verfahren 
bekannt, bei denen mit gepuls.en UV-Lasem, insbesondere mit Excimer- 
Lasern, ein gopher Materiaiabtrag bei Polymeren erfolgt. Diese Verfahren 
konnen im weitesten Sinne als Atzverfahren angesehen werden. Ein ahnli- 
ches Verfahren, bei dem jedoch ein kontinuierlich betriebener UV-Laser 
verwendet wird, wird in dem US-Patent 5 211 805 beschrieben. Dieses Verfah- 
ren soli sich zur industries Bearbeitung von technischen Polymeren und 
zur fcomedizinischen Behandlung von biologischem Gewebe eignen. Hier- 
m,t ,st em Sortierprinzip verwandt, das mit Laserstrahlen die auf einem Tra- 
ger befindlichen unerwiinschten biologischen Objekte mit hohen Strah- 
Jungsdosen zerstort, wahrend die selektierten (erwiinschten) Objekte zuruck 
bleiben CUS , 624 915). Dieser Prozefi ist verhaJtnismafiig nufwendig, urn ein- 
zelne Objeklc aus grofien Populationen zu selektieren. 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht u.a. darin, ganz gezielt 
best,mmte biologische Objekte nut einer ausgewa"hlten Substanz durch be- 
ruhrungslos,* Lascr-Mikroinjek.ion zu beladen und anschlieCend die erfolg- 
r ei ch injizicen Objekte auszusorueren. Die biologischen Objekte konnen 
nebenemamlor auf einem festen planaren Trager wie z. B. einer polymeren 
Tragerfolie ausgebracht sein. Hierbei soli der Vorgang des Absonderns mog- 
lichst kurz « 10 s) und beruhrungslos. z.B. in abgetrennien, sterilen Kam- 
mem durchfuhrbar, sein. Aufierdem soli der Prozefi sehr zuverlassig und 
dam.t m einfneher Weise automatisierbar sein. Gleichzeitig soil die Uberle- 
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bcnsfahigkcit bzw. die Morphologie der biologischen Objekte in der Regel 
gewahrleislet bleiben; d.h. die biologischen Objekte sollen durch den Mikro- 
injektionsvorgang und durch den Ablrennprozefi nicht geschadigt bzw. be- 
eintrachtigt werden. 

Die Aufgabe der Mikroinjektion wird erfindungsgemafi dadurch automati- 
siert durchgefuhrt, dafi ein Objektfeld auf dem Deckglas oder einer Tragerfo- 
lie mit der motorisierlen, computergesteuerlen Mikroskopbuhne durch ma- 
anderfdrmiges Abrastern abgefahren wird. Dabei wird die einzelne Zielzelle 
(Zielobjekt) durch ein bildanalytisches Verfahren iiber Farb- oder Musterer- 
kennung ausgewahlt und mittels x/y-Verschiebung in den Bereich des Laser- 
schusses gebracht. Anschliefiend wird auf die Zelle bzw. die gewunschte Zell- 
struktur (in z-Richtung) fokussiert und mil einem geztelten Laserschufi die 
Zelie mikroperforiert. Die Bewegung der Objekte in x/y-Richtung kann ent- 
weder uber die Achsen des Mikroskoplisches, die z-Verschiebung durch cine 
dritte Achsc des Mikroskoptisches oder aber durch die Fokusverstellung des 
Objektives am Mikroskop selbst per Computersleuerung eingestellt werden. 
Alternaliv kann eine Einstellung auf das Zielobjekt auch bci fixiertem Mi- 
kroskoptisch durch eine dreidimensionale, compulergesteuerte Laserfokus- 
bewegung erfolgen. Urn die erfolgreich mikroinjizierten Zellen anschliefiend 
aus dem ubrigen Zellrasen auszusortieren, wird das nachfolgend beschriebe- 
ne Selektionsverfahren eingesetzt. 

Die Aufgabe der Selektion und Abtrennung wird erfindungsgemafi dadurch 
geldst, dafi ein Objektfeld der TragerfoJic, auf dem sich das seieklierte biologi- 
sche Objekl bzw. der histologische Schnitt befindet, mit einem Laserslrahl 
ausgeschnitten wird und durch einen laserinduzierten TransportprozeS auf 
ein unmittelbar oberhalb oder unterhalb der Tragerfolie angeordnetes Auf- 
fangersubstrat iibertragen wird. Die erfindungsgemafie Losung besteht also 
darin, dafi die biologischen Objekte zuerst entweder visuell mit dem Auge 
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ausgesuchl oder aber uber die Farb- bzw. Mustererkennung eines bildanalyti- 
schen Verfahrens aufgesucht und anschlieBend in einem dem Praparat an- 
gepafiten, z.O. auch kreisformigen, Umfeld mitsamt dem Trager von einem 
Laserstrahl ausgeschnitten werden und anschliefiend aus der Tragerfolie her- 
aus auf ei„ cn in der Nahe angebrachten Auffanger geschleudert werden. Es 
wurde beubochtet, dafi die herausgetrennten Objektfelder dabei stets in Rich- 
rung des Laserstrahls beschleunigt werden. Eine physikalische Erkliirung fiir 
diesen laserinduzierlen Transportprozefi Hegt moglicherweise in dem pho- 
tokinetischen Impuls, der von dem Laserstrahl auf das ausgeschnittene Ob- 
jektfeld ubortragen wird und damit fur die Beschleunigung verantwortlich 
ist. Die raumliche Separation der biologischen Objekte beruht also bei diesem 
Prozefi auf dem Ausschneiden der gewiinschten Objektfelder mit den vorher 
selektierten Objekten und ihrem Abtransport zu einem in der Nahe befindli- 
chen Auffangersubstrat. 

Das Ausschneiden des Objektfeldes kann vorteilhafl in der Weise erfolgen, 
dafl der Laserstrahl durch eine Relativbewegung von Laserstrahl und Trager- 
folie auf einer geschlossenen, das Objektfeld einschliefienden Kurve urn das 
biologische Objekt herumgefiihrt wird. Alternativ kann aber die Abtrennung 
eines Objektfeldes in Analogic zu einem StanzprozeB auch so durchgefuhrt 
werden, daR der das Objektfeld einschliefiende Schnittbereich durch eine mit 
dem Lasersirahl beleuchtete, auf die Tragerfolie abgebildelc Schliizmaske si- 
multan belirhtet wird. 

Wie schon orwahnt, soil das Auffangersubstrat in unmittelbarer Nahe der 
Tragerfolie nngeordnet werden, so dafi die Transportwege bei dem Separati- 
onsprozei? kurz sind. Gute Ergebnisse wurden erziclt, wenn die Entfemung 
0,5 bis 10 nun, vorzugsweise 1 bis 3 mm betrug. 
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Der Dtirchmesser des Objektfeldes mit dem selektierten Objekt kann auf- 
grund des aufierordenllich prazisen Schnittvorgangs sehr klein, d.h. in ei- 
nem Bereich von 10 pin bis 20 nm, gewahlt wcrden. 

Zum Ausschneiden wird vorzugsweise ein UV-Laser verwendet, wobei der 
Laserstrahl fokussiert auf die Tragerfolie abgebildet wird. 

Die Tragerfolie bestehl dabei a us einer UV-absorbierenden Polymerfolie mit 
einer Dicke zwischen 5 \im und 15 pm, deren Absorplionsverhalten an die 
Wellenlnnge des UV-Lasers angepafit ist, also zumindest in der Umgebung 
der Laserwellenlange ein Absorptionsmaximum besitzt. Als besonders geeig- 
net haben sich Polymerfolien erwiesen, die mindestens 5 Gew-% eines aro- 
matischen oder teiiaromatischen Polykondensats enthalten. Die geometri- 
sche Form des Auffangersubslrats ist relativ unkritisch. Geeignet ist z.B. eine 
relativ dicke Folie oder Platte, die im Abstand von 0,5 bis 10 mm oberhalb 
oder unlerhalb von der Tragerfolie parallel dazu angebracht wird. Das Auf- 
fangersubstrat kann aber auch als topfformiger Behaltor ausgebildet sein. Ins- 
besondere werden Mikrozentrifugenbehalter empfohlen, wie sie in der Mo- 
lekularbiologie verwendet werden, z.B. eine Mikrotiterplatte mit 90 bis 500 
Vertiefungen (Wells). 

Gemafi einer speziellen Ausfuhrungsform ist die Platte oder Folie mit einer 
adhasiven Schichl versehen. Durch eine solche Klebeschicht konnen die ab- 
geschleuderlen Objektfelder auf dem Auffangersubstrat fixiert werden. 

Zur Erkennung und Selektion der gewiinschten biologischen Objekte auf der 
Tragerfolie kann vorzugsweise die Methode der Fluoreszenzspektroskopie 
eingesetzt werden 
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Alternativ konnen die biologischen Objekte mit Hilfe bekannter histochemi- 
scher Fnrbreaktionen oder morphologisch wahrnehmbarer Veranderungen 
entweder visuell oder aber uber bildanalytisches Verfahren per Computer 
(digital?) erkannt und anschliefiend selektiert werden. 

Gemafi einer Weilerentwicklung werden die biologischen Objekte mit einem 
flussigen, fv.r die Laserstrahlung durchsichtigen Nahr- oder Puffermedium 
beschichtel Unter dieser Bedingung konnen selektierte Objektfelder erfin- 
dungsgemntf ausgeschnilten und abgelost werden. 

Das erfindungsgemafie Separierverfahren wird vorteilhaft in einem abge- 
schlossenen System durchgefiihrl. Zu diesem Zweck wird sowohl die Trager- 
folie mit den zu sortierenden Objekten, als auch das Auffangersubstrat in 
einem gesclWossenen Behalter untergebrachl, der ein UV-transparentes Fen- 
ster fur den laserstrahl besitzt. 

Im folgendrn wird die Erfindung anhand von Zeichnungen und Ausfuh- 
rungsbeispirlen naher erlautert. 

Es zeigen: 

Fig- 1 schema tisch eine Tragerfolie mit adherierten Bakterien, 

Fig. 2 don prinzipiellen Aufbau einer Apparatur zur Realisierung des 

erfindungsgemafien Verfahrens, 
Fig. 3/4 das zugrundeliegende Sorlierprinzip, 
Fig. 5/6 de n Aufbau mit au/rechtem/inversem Mikroskop und 
Fig. 7 das Ablegen des Obektes in einem Auffanggefafi. 

Fig. 1 zeigt beispiclsweise eine Bakterienpropulation 1, die planar auf einer 5 
Urn starken I'olyarylatfolie 2 (Tragerfolie) ausgebracht ist. Zum Sortiervor- 
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gang wird die Tragerfolie 2 in einen Schiebetisch 3 eingelegt und mechanisch 
fixiert. Dicser Tisch befindet sich gem.- Fig. 2 als Objekttisch in einem inver- 
sen Mikroskop 4 und kannz.B. mittels eines computergesteuerten Schriltmo- 
tors in x,y-Richtung (Horizon taiebene) posilioniert werden. Im Schiebetisch 3 
ist ferner gegenuber der Tragerfolie 2 im Abstand von 1,8 mm ein platten- 
formiges Auffangersubstrat 5 gehaltert. Bei einer Bewegung des Schiebeti- 
sches 3 werden also gleichzeitig die Tragerfolie 2 und das Auffangersubstrat 5 
senkrecht zum Slrahlengang (z-Richtung) im Mikroskop verschoben. Der 
Schiebetisch 3 mil der Tragerfolie 2 und den darnuf befindlichen biologischen 
Objekten 1, sowie das Auffangersubstrat 5 sind von einem geschlossenen Ge- 
hause mit einem UV-durchlassigen Fenster fiir den Laserstrahl umgeben 
(nicht dargestellt), so daS das Verfahren in einem hermetisch abgeschlosse- 
nen System durchgefiihrt werden kann. 

Als Tragerfolie fiir die biologischen Objekte wird eine 5 fim bis 15 \im dicke, 
UV-absorbierende Polymerfolie aus einem Polymer verwendet, das minde- 
stens 5 Gew.-% eines aromatischen oder teilaromatischen Polykondensates, 
wie z.B. Polycarbonate, Polyurethane, Polyarylate, Copoly ester, Polyestercar- 
bonate oder Blends aus diesen Polykondensaten und anderen Thermoplasten 
enthalt Andersarlige Foiien sind in diesem Zusammenhang denkbar. 

Zur raumlichen Trennung z.B. einer einzelnen Bakterie aus der ausgebrach- 
ten Polulation wird ein UV-Laserstrahl 6 der Wellenlange 337 nm eines ge- 
pulsten M 2 -Lasers 7 verwendet. Der Laser 7 liefert bei einer maximalen Puls- 
frequenz von 20 Hz ca. 300 (jj Strahlenergie. Geeignet sind auch andere ge- 
pulste oder kontinuierlich arbeitende Laser wie z.B. Excimerlaser mit einer 
Wellenlange von 193, 248 oder 308 mm oder ein frcquenzvervierfachter 
Nd:YAG-Laser mit einer Wellenlange von 266 nm oder ein frequenzverdop- 
pelter Ar-Ionenlaser mit Wellenlangen von 244 nm oder 257 nm. Der Laser- 
strahl 6 wird uber einen dielektrischen Strahlteiler 8 und ein verkleinerndes 
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Mikroskopobjekt 9 (Verkleinerung 63 x, Offnungsverhaltnis NT A = 09 oder 
auch andere Objektive) auf die Tragerfolie 2 punktformig abgebildet Dieser 
Punkt hat einen Durchmesser von mindestens 1 nm. 

Eine kreisformige bzw.geschlossene SchnUtlinie mit einem Durchmesser 
von z.B. 10 jxm wird «m das selektierte Bakterium durch eine entsprechende 
Bewegung des Schiebetisches 3 in der Horizontalebene erzeugt. Die durch die 
SchnUtlinie definierte Flache stellt in diesem Fall die Objektflache dar Der 
Laserstrahl bleibt wahrend des nachfolgend beschriebenen Schneidprozesses 
ortsfest 

Im Experiment betrug die relative Bahngeschwindigkeit des Laserstrahls zum 
Ausschneiden einer geschlossenen Flache 5um/s. Dabei entstand eine 
scharfkantige, eng begrenzte SchnUtlinie, wobei gleichzeitig mit der Ruck- 
kehr de.s Laserstrahls zum Startpunkt der Schnitllinie ein Abrifi der ausge- 
schnittenen Flache erfolgte. Die Flache wurde nun durch einen laserindu- 
zierten Transportprozefi, dessen physikalische Wirkungsweise im Einzelnen 
noch nicht geklart is,, von der Tragerfolie 2 weg auf das daruber befindliche 
m.t emer adhasiven Klebeschicht versehene Auffangersubstrat 5 geschleu- 
dert und blieb dort haften. Eine andere Moglichkeit besteht darin, als Auffan- 
gersubstrat eine handelsiibliche Mikrotiterplatte mit z.B. 96 Wells zu ver- 
wenden. Un.er "Wells" werden in der pharmazeutischen Forschung die in 
der Mikrotherplatte befindlichen Aussparungen bzw. kreisrunden Vertie- 
fungen zur Probenaufnahme mit einem Durchmesser von ca. 4 mm und 
einer Tiefe von ca. 6 mm verstanden. 

Der SortierprozeC soil noch einmal anhand der Figuren 3 und 4 veranschau- 
licht werden. Figur 3 zeigt ein raumlich zu separierendes Bakterium 10 auf 
der Tragerfolie 2. Auf Grund der kreisformigen Bewegung des Schiebetisches 
3 ist durch den onsfesten Laserstrahl 6 beim Schneidprozefi bereits eine 
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Schnittlinio II von etwa 5 - 7 pjn Breite in die Folie 2 geschrieben worden. 
Die SchniMbreite ist bedingt durch dns Absorptionsverhalten der Folie. In 
diesem Bercich ist das Folienmaterial komplett abgetragen worden. Unmit- 
telbar nachdem die Schnittlinie 11 zu einem geschJossenen Kreis vervoll- 
standigt worden ist, wird das abgetrennte Folienstuck (Objektfeld) 12 mit dem 
darauf befindlichen Baklerium 10 in Richtung des Laserstrahls beschleunigt 
und wie in Fig. 4 dargestellt, auf das Klebeband 5 (Auffangersubstrat) ge- 
schleuderL In der Tragerfolie 2 verbleibt ein kreisrundes Loch 13. 

Anstelle dt*s Schiebelisches kann auch mit einem ruhenden Objektisch gear- 
beilet und der Laserstrahl mit Hilfe eines in den Laserstrahl eingebrachten 
geeigneten optischen Ablenkelementes auf einem Kreis um das selektierte 
Bakterium herumgefuhrt werden. 

Vorausselzung fur die Laser- Separation ist die vorherige Erkennung und 
Selektion der aus der Tragerfolie zu entfernenden Objektfelder. Eine in der 
pharmakologischen Forschung haufig angewandle Methode der Erkennung 
und Selekii*m von bestimmlen Zellstrukturen is I die Fluoreszenzspektro- 
skopie. Zu diesem Zweck wird ein kommerziell erhaltliches Fluoreszenz- 
Mikroskop eingesetzt. Grundlage ist dabei, dafi die fur die Selektion vorgese- 
henen Zellon bzw. Bakterien ein signifikantes Fluoreszenzsignal erzeugen, 
das als Unlcrscheidiingskriterium herangezogen wird. Mit Hilfe eines mit 
einem Suchnlgorilhmus ausgestatteten Scanprogramms kann dann der 
Schiebetiscli 3 so gesteuert werden, dafi automatisch nacheinander die Berei- 
che mit selektierlen Bakterien als Objektfelder zentral im Gesichlsfeld des 
Fluoreszen^mikroskops positioniert und anschliefiend ausgeschnitten wer- 
den. 
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Zur Erkennung von bio|og . schen 0bjekten jn Gewgbeschnitten 

d,e bekannten his.ologischen Farbreaktionen oder i m Mikroskop wahr- 

nehmhnre morphologische Vera nderun gen herangezogen werden. 

Nal T T f0 p Ue , f 2 ^ ^ mU ^ ^ L —^" g du r ch.assi g en 
Nahr- oder Puff er ,5sun g , ,B. einer PBS-Pufferlosung, beschichtet werden. 

Gema* einer Weiterentwicklung des Verfahrens kann die Losung der Auf- 
gabe dadurch erreicht werden, dafi der Lichtdruck des Laserstrahls nun dafur 
verwende, werden sol., das gewunschte Partikel bzw. bio,o g i 5 che Objekt 
selbs, unmittelbar von der Oberflache des festen planaren Tragers 
(ObjeM^ger oder Pe.rischa.e) wegzukatapultieren und in einem geeigneten 
Gefa« aufzufangen, d.h. die Separierung eines biologischen Objektes ist also 
auch mu oder ohne gieichzeiliges Heraus.osen bzw. Herausschneiden des das 
b 10 Jog,sche Objekt tragenden Bereiches der Tragerfolie mdglich. Dies ge- 
sduelU nach der Wei.erentwick.ung in der folgenden Weise, die anhand der 
beihegenden Figuren 5 bis 7 erlautert werden soli. 

Bei Verwendung eines aufrechten Mikro.sk opes u gern afi Figur 5 wird ein 
gee.gneter Objekttrager 2 (Dicke ca. 170 um) umgekehrt auf die Aufnahme- 
haherung 15 eines speziell fur die Lasermikromanipulation entwickelten 
M.kroskopdsches 3 gelegt, d.h. das biologische Objekt 10 befindet sich auf der 
Unterseite des Objekttragers 2. Bei dem Objekt handelt es sich z.B. um histo- 
log.srhe Gewebeschnitte von wenigen um Dicke, oder um adherierende 
Chromosomen- bzw. DNA-Praparate. 

Der Mikroskoptisch 3 ist far eine Verschiebung in 2 <«,, x/y Bewegung) oder 
3 Achsen (fur x/y/z Bewegung) ausgelegt und mit einer Aufnahmevorrich- 
tung 15 fur z.B. Objekttrager 2 oder Petrischalchen versehen. Der Tisch 3 ist 
also uber geeignete Antriebe molorisiert, die computergesteuert in bekannter 
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Weise, z.B. iiber eine Computermaus (oder Joystick), bewegt werden konnen. 
Die hybriden Schrittmotoren der Achsen-Antriebe arbeiten mit einer hohen 
Prazision. Der kleinste Schritt betragt 20 nm, der maximale Verfahrweg des 
Mikroskoptisches 3 kann bis zu mehreren Zentimetern (z.B. 10 cm) betragen. 
Die Prazision zum Wiederauffinden gespeichcrter Punkte ist <400 nm. Es 
konnen Geschwindigkeiten zum Verfahren des Mikroskoptisches von weni- 
gen jim bis zu mehreren mm pro Sekunde gewahlt werden. Mit einem sog. 
Framegrabber wird das uber eine Videokamera aufgezeichnete, aktuelle Mi- 
kroskopbild auf einen Monitor gegeben und kann mit Computerfunktionen, 
z.B. Befchlsfunktionen, Steuerzeichen, Kontrollmarken etc., graphisch uber- 
lagert werden (Video-Overlay). 

Fur Lasermikromanipulation geeignet sind nur diinne Objekttrager (ca. 170 
pm dick) oder Petrischalen mit dunner (ca. 25 fim), gasdurchlassiger Folie 
(sog. Petriperm-Schnlchen). Da fur die Lasermikromanipulation im Nano- 
meter-Bereich hohe Anforderungen an eine priizise Probenhaltcrung und 
Probenfuhrung gestcllt werden, wurde die Aufnahmehnllerung 15 speziell 
konfiguriert: Bei den dunnen Objekttragern 2 besteiu die Gefahr, dafi sie sich 
z.B. bei Verwendung von Ol-Immersions-Objektiven leicht durchbiegen und 
somit keine gute Fokussierung erreicht werden kann. Um dies zu vermei- 
den, mufi der Objekttrager 2 an mindestens 3 Seiten der IlaJlerungen auflie- 
gen, wobei nur die bciden schmalen Seiten des Objekttragers 2 mit je einer 
Federklammer festgeklemmt werden konnen. Eine weitere Notwendigkeit, 
speziell fur die Lasermikroskopie, ist die exakte Justierbarbeit des Probenhal- 
ters (Objekttrager 2 oder Aufnahmehallerung 15). Es muC gewahrleistel sein, 
dafi die Probe immer im gleichen Abstand zur Spitze des Objektivs 9 liegl, 
und zwar im gesamlen Verfahrbereich des Tragers (circa 5 - 10 cm). 
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Zuersl werden geeignete biologische Objekte 10 mit einer kleineren Vergro- 
fierung lichtoptisch ausgewahlt. Sobald alle interessanlen Objekle im Com- 
puter gespeichert sind, wechselt man zu einem hohervergroeernden Objek- 
tiv. Don durch den Objektivwechsel bedingten Strahlversatz (chromatische 
Abberation) gleicht man durch eine Korrekturfunktion an einem gespeicher- 
ten Wert aus, die dann automatisch auf alle gespeicherten Punkte ubertragen 
wird. 

Der Computer verfahrt nun zu dem ersten Objekt 10. Das von einer Video- 
kamera aufgezeichnete Mikroskopbild wird auf dem in den Figuren nicht 
gezeigtcn Computermonitor dargeslellt. Ein Marker auf dem Monitor zeigt 
die Position des Lasers trahlfokusses an. Die Mikroskopbuhne wird entweder 
per Hand (uber Maus oder joystick kontrolliert) bewegt oder fahrt automa- 
tisch durch ein Computerprogramm gesteuert nach vorgegebenem Muster 
im wesenllichen kreis- oder spiralformig um das gewahlte Objekt 10 herum. 
Der „Marker" auf dem Monitor kann als „Slift" betrachtet werden, mit dem 
die Kontur des gewunschten biologischen Objektes nachgezeichnet wird. 
Wenn gleichzeitig der Laser mit einer Pulsfrequenz von circa 15 - 20 Hz feu- 
ert, wird alles Material, das sich in der SchuClinie im Bereich des „Marker" 
befindcl, abgetragen bzw. zerstdrt. Der extrem fokussierte Laserstrahl 
„zeichnet" eine feine Linie von circa 500 nm Breite rund um das gewiinschte 
Objekt 10 und trennt os somit von seiner Umgcbung. Bei Zellen im histolo- 
gischen Schnitt lost sich durch diese Prozedur die gewunschle Zelle vom 
Zellverband und lockert sich vom Untergrund in Cestalt des durch die 
Schniuiinie gegebenen Objektfeldes. Durch das oben erwhhnte spiralformige 
Umrunden der ausgewahlten Zielzelle kann der freigelaserte Bereich rund 
um die Zelle vergrotfcrt werden. 

Bei dem hier verwendeten Laser hnndelt es sich z.B. um einen gepulsten, 
kompakten Stickslofflaser von hoher Strahlqualitat (Wellenlange: 337 nm. 
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Pulsdauer: 3 nsec, Pulsfrequenz: von 10 bis 30 Hertz). Andere Laser sind auch 
denkbar, sofern die verwendete Laserwellenlange das biologische Material 
nicht negativ beeinflufit. Der Laserstrahl selbst bzw. seine Quelle bleibt vor- 
zugsweise unbeweglich. Allerdings kann der Laser auch in x/y Richtung mit 
einem Radius von mehreren urn relativ zur Objektebene bewegt werden, 
d.h. letztendlich ist nur wichtig, dafi Laserstrahl und Objektebene 
(Mikroskoptisch) relativ zueinander bewegt werden. 

Das auf diese Weise freipraparierte Objekt kann nun schneller und sicherer 
als im Stand der Technik (etwa mit einer Nadel) und vor allem bertihrungs- 
los, d.h. wenn ncitig auch vollig steril, mit einem weiteren, gezielten Laser- 
schufi automatisch in ein Probengefafi hinein katapultiert werden (Flugbahn 
17). 

Dazu ist es notwendig, dafi einc zweite Aufnahmehalterung 16 (z.B. urn ein 
Auffanggefati 18 oder eine Mikrotiterplalte einzuspannen) iiber zwei motori- 
sierte und computergesteuerte Achsen so unter die erste Aufnahmehalte- 
rung 15 verfahren wird, daB das per Laser freipraparierte Objekt 10 genau 
aber dem AuffanggefaG 18 plaziert wird. Hier ist ebenfalls eine hohe Prazisi- 
on der Motorbewegung Voraussetzung fur ein sauberes Aufsammeln der 
gewunschten Objekte. Ein einzelner, gezielter Laserschufi (eventuell leicht 
defokussiert) schleudert das selektierle biologische Objekt 10 bzw. die Zelle in 
Strahlrichtung (Flugbnhn 17) ins AuffanggefaG 18. Danach knnn ein neues 
Objekt ausgeschnitten werden und der ganze Vorgang wiedcrholt sich. 

Zur Beschleunigung des Sammelvorgangs kdnnen alle gewiinschten Objekte 
zuerst mil dem Laser freiprapariert werden. Danach wird das AuffanggefaS 18 
unter den Mikroskoptisch gefahren. Die Mikroskopbiihne fahrt nacheinan- 
der die gespeicherten, lasermikrodissektierten Objekte wieder an. Je ein 
Schufi bef order t die einzelnen Objekte nacheinander in jeweils frische (neue) 
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Auffanggefafie 18, Fig. 5, die koordiniert mil der Bewegung der Mikroskop- 
buhne 3 weitertransportiert werden. Es konnen aber auch mehrere Objekte in 
einem Gefag gesammelt werden. 

Bei einem inversen Mikroskop (Fig. 6) kann ein klebendes Scheibchen 
(Klebefolie, Agar bestrichener Trager etc.), das wenige urn direkt uber das aus- 
geschnittene Objekt gefuhrt wird, zum Auffangen des wegkatapultierten Ob- 
jektes verwendet werden. Dies kann z.B. eine Klebeklalsche 19 sein, die dann 
vom Robotarm 20 in ein geeignetes Gefafi (Fig. 7) geworfen wird, und der 
Robotarm 20 sucht sich ein neues Klebefoilchen (siehe Fig. 6). 

Der Vorteil des Laser-induzierten Separationsprozesses von Zellen besteht in 
der gezielten und gleichzeilig schnellen Manipulation von einzelnen Zellen 
im Vergleich zum Stand der Technik. Aufgrund des einfachen Prinzips ist 
der ProzeC sehr robust und einfach zu hnndhaben und eignet sich daher zur 
computergestiitzen automatischen Separation einer Vielzahl von biologi- 
schen Objekten. Ein unter sicherheitstechnischen Aspekten wichtiger Vorteil 
liegt ferner darin, dafi der Separationsprozefi in einem hermetisch abge- 
schlossenen System durchgefiihrt werden kann, so dafi die Umgebung vor 
pathogenen Zellen geschulzt werden kann. AuBerdem werden die Zellen 
vor Verunreinigungen aus der Umgebung geschutzt. 

Das Vcrfahren eignet sich prinzipiell zum Einsatz in Tcilgebieten der Bio- 
technologie, Molekularbiologie und Palhologie, wo spezifische Zelltypen an- 
gereichert werden sollcn. Beispielsweise konnen mit dem Green fluorescent 
Protein (GFP) als Reportergen transfizierte Zellen identifiziert werden. 
Marshall et al. (Neuron, Vol. 14, 211-215 (1995) benutzt z.B. die GFP-Methode, 
urn die Expression von Ionenkanalen abzuschatzen. Gemag einer weiteren 
Anwendung konnen fur neurologische Experimente aus Gehirngewebe- 
schnitten z.B. Gliazellen separiert werden. Hierzu werden fluoreszenzmar- 
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kierte Antikorper benutzt, um die Zellen zu identifizieren. Zur Diagnose 
konnten aus Gewebeschnitten Tumorzellen, die z.B. durch morphologische 
Veranderungen auffallen, isoiiert werden. Hicrzu wird der Gewebeschnitt 
auf die Tragerfolie gelegt. Die herauszupraparierende Zelle wird durch einen 
Schnitt durch das Gewebe und die Substratfolie separiert, so dafi die Zelle - 
eventuell mit dem Substratmaterial - auf eine Unterlage transferiert wird. 
Diese Zellen werden anschliefiend histologisch analysiert. Daruber hinaus 
konnen Bakterien mit spezifischen Eigenschaften wie z.B. Zitronensaurepro- 
duzenten auf ihre Leistungsfiihigkeit hin durch geeignete pH-sensitive Far- 
bumschlage eines geeigneten Indikators erkannt und anschliefiend aussor- 
tiert werden. 
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zierten Transportprozefi auf ein unmitlelbar oberhalb oder unterhalb 
der Tragerfolie (2) angeordnetes Auffangersubstrat (5) ubertragen wird. 

2. Verfahren zum Sortieren und zur Gewinnung von biologischen Ob- 
jeklen auf einem planaren Trager (2), auf dem sich die seleklierten bio- 
logischen Objekte (10) zusammen mit weiteren biologischen Objekten 
befinden, dadurch gekennzeichnet, dag das selektierte biologische Ob- 
jekt (10) von der umgebenden weiteren biologischen Masse durch ei- 
nen Laserstrahl (6) abgetrennt wird, so dafi das seleklierte biologische 
Objekt (10) von seiner Umgebung freiprapariert ist, und dafi anschlie- 
fiend das auf dem Trager (2) befindliche freipraparierte Objekt (10) 
durch einen weiteren Laser-Schufi/Iaserinduzierten Transportprozefi 
von dem Trager (2) zu einer Auffangvorrichtung (18, 19) wegkalapul- 
dert wird (Flugbahn 17). 



4. 



3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeidmet, dafi der Laser- 
strahl (6) auf einer geschlossenen, das Objektfeld (12) einschliefienden 
Kurve urn das biologische Objekt (10) herumgefuhrt wird. 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi der das Ob- 
jektfeld (12) einschliefiendc Schnittbereich durch eine mit dem Laser- 
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strahl (6) beleuchtete, auf die Tragerfolie (2) abgebildete Schlitzmaske 
simultan belichtet wird. 



5. 



8. 



Verfahren nach Anspruch 1, 3 und 4, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
Objektfeld (12) mi t dem darauf befindlichen biologischen Objekt (10) 
nach dem Ausschneiden fiber eine Distanz von 0,5 bis 10 mm, vor- 
zugsweise 1 bis 3 mm, zu dem angeordneten Auffangersubstrat (5) 
transportiert wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 und 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dafi 
ein Objektfeld (12) mit einem Durchmesser von mindestens 5 urn aus- 
geschnitten wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dag zum 
Ausschneiden des Objektfeldes (12) ein UV-Laser (7) verwendet wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 und 3 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafi 
als Tragerfolie (2) fur die biologischen Objekte (1, 10) eine UV-Licht ab- 
sorbierende Polymerfolie mit einer Dicke von 5 urn bis 15 urn verwen- 
det wird. 
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9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafi das Polymer 
mindestens 5 Gew.-% eines aromatischen oder teilaromatischen Poly- 
kondensates enthalt. 



10. Verfahren nach Anspruch 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafi als 
Auffangersubstrat (5) eine Folie mit einer adhasiven Oberflache einge- 
setzt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafi als 
Auffangersubstrat (5) eine Mikrotiterplatte mit 90 bis 500 Vertiefungen 
(Wells) zur Aufnahme der Proben verwendet wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
biologischen Objekte (1, 10) mit Hilfe der Fluoreszenz-Spektroskopie 
erkannt und anschliefiend selektiert werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafi bio- 
logische Objekte (1, 10) in Gewebeschnitten mit Hilfe histochemischer 
Farbreaktionen oder morphologischer visuell wahrnehmbarer Veran- 
derungen erkannt und anschliefiend selektiert werden. 
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14. 



Verfahren nach Anspruch 1 and 3 bis 1 3/ dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Tragerfolie (2) mit den darauf befindlichen biologischen Objekten 
mit einem flussigen, fur die Laserstrahlung durchlassigen Nahr- oder 
Puffermedium beschichlet wird. 



15. 



Verfahren nach Anspruch 1 und 3 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dafi 
sowohl die Tragerfolie (2) mit den zu sortierenden Objekten (1, !0), als 
auch das Auffangersubstrat (5) in einem geschlossenen Behalter unter- 
gebracht sind, der ein UV-transparentes Fenster fur den Laserstrahl be- 



sitzt. 



16. Vorrichtung zur Durchftthrung des Verfahrens nach Anspruch 2, 
gekennzeichnet durch 

eine Mikroskopanordnung (14) zur Beobachtung von biologi- 
schen Objekten wie Gewebeschnitten auf einem Objekttrager (2), 
eine Laseranordnung zur Hrzeugung eines fokussierten Laser- 
strahls (6) zum Freipraparieren eines oder mehrerer selektierter 
biologischer Objekte (10) auf dem Objekttrager (2), wobei Laser- 
anordnung und Objekttrager relativ zueinander verschieblich 
nngeordnet sind, und 
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eine Auffangvorrichtung (18 bzw. 19) in Richtung des Laser- 
strahls hinter dem Objekttrager (2) zum Auffangen der selektier- 
ten Objekle (10), die nach dem Freipraparieren derselben durch 
einen laserinduzierten Transportprozefi (einen "Laser-Schufi") 
vom Objekttrager (2) auf die Auffangvorrichtung (18 bzw. 19) 
wegkalapultiert werden (Flugbahn 17). 
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